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論文内容要旨
 ζ目的聾
 これまで,カルシウム(Ca)過負荷時のCainducedCarelease(CICR)により,心筋が拡
 張期自発的非同期的運動(DSAM)を示し,これが心機能に影響を与えることについて単離心
 筋や乳頭筋標本を用いて報告されてきた。しかし,摘出灌流心表面からDSAMを直接観察,検
 討したという報告はまだない。
 本論文では,摘出心のDSAMを定量化し,さらに,これが心機能に与える影響について検討
 した。
 ζ方法玉
 FIBハムスターのLangendorff灌流心を定圧灌流(130cmH20)し,刺激頻度を0.5Hzに保
 っため,灌流液中にはpropranolo1を加えた。灌流渡Ca濃度([Ca2+]e)を1,2,4,6,
 8,10,16mMと変化させ,左室内バルーンにて等容性発生圧,拡張末期圧,最大圧上昇速度,
 最大圧到達時間,1/2弛緩時間を測定した。同時に,経冠動脈的にfura2-AMを負荷後,倒
 立顕微鏡に灌流心を固定し,380nmフィルターを通して得られた心表面蛍光画像をVTRに記録
 して画像解析を行った。
 定圧灌流による群をcontrol群(n=7),ryanodine2.5μMを含む灌流液を用いた定圧灌流
 群をryanodine群(n=5)とした。また,定流灌流(25ml/min)によって発生圧を記録した
 群を定流灌流群(n=5)とした。
 心筋蛍光は微弱であったため,心筋の輪郭や動きを解析できなかったが,毛細血管内皮細胞,
 または,周皮細胞は選択的に強い蛍光を発していた。そこで,心筋細胞による内皮細胞,または,
 周皮細胞の受動的なDSAMを心筋のDSAMの代用として解析した。DSAMの強度の指標とし
 て,拡張期における2っの異なる内皮細胞,または,周皮細胞の距離の揺らぎのrootmean
 square(RMS)を計測した。DSAMの空間的な広がりの指標として,DSAMを観察できた顕微
 鏡の視野数の全視野数に対する比(出現率)として求めた。
 墨結果】
 1)収縮能について:contro1群と定流潅流群では,発生圧と最大圧上昇速度は[Ca2串]eの増
 大とともに上昇し,4mMで最大となり,6mM以上では低下した。即ち,Caは,4mM以下
 で正の変力作用を,6mM以上で負の変力作用をもっていた。一方,ryanodine群では,全ての
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 [Ca2+]eで,発生圧と最大圧上昇速度が[Ca2+]eの増大とともに上昇し,Caの負の変力作用
 は消失した。出現率は[Ca2†]eを1,2,4mMと上昇させると,それぞれ,0,19.5,56.3
 %と上昇し,6mM以上で100%となったが,ryanodine群では常に0%であった。以上の事実
 は,DSAMが心表面全体に出現すると,初めてCaの負の変力作用が出現したことを示す。即ち,
 DSAMの空間的な広がりがCaの変力作用に関係すると考えられた。
 RMSは[Ca2+]e依存性に増大したが,ryanodineは,RMSの増大と6mM以上でのCaの
 負の変力作用を同時に消失させた。即ち,DSAMの強さがCaの負の変力作用に関係すると考え
 られた。最大圧到達時間は,conしro1群では[Ca2+]e4mMまでは短縮,6mM以上では延長,
 ryanodine群では全ての[Ca2+]eで延長した。
 2)伸展性について:RMSと拡張末期圧は[Ca2+]e依存性に増大したが,ryanodine群では
 その両者の増大が抑制された。これは,DSAMの消失により伸展性が上昇したことを示す。即
 ち,DSAMの強度が伸展性に関係すると考えられた。
 3)弛緩能について:1/2弛緩時間は[Ca2+]eの増大とともに延長,4mMで最大となり,
 6mM以上では短縮した。一方,ryanodine群では,[Ca2+]e依存性に延長し,contro1群の6
 mM以上での短縮相が消失した。これは,DSAMによって弛緩能が改善したことを示す。
 4)[Ca2+]e8mM以上で,後収縮を認めたが,ryanodineによって完全に消失した。
 【考察】
 1)収縮能について二DSAMの原因となるCICRが起こると,拡張期の不均一な収縮がサル
 コメアの拡張終期長を不均一にし,多数のasynergicな収縮を生じる。また,CICRによる周期
 的なCaの放出のため,筋小胞体のCa蓄積量も減少する。これらが,Ca過負荷時に収縮能が低
 下する原因の・一つとなりうる。
 2)伸展性について:DSAMによる拡張期の不均一な収縮が繰り返されると,拡張末期圧の
 上昇が起こり,伸展性が低下しうる。
 3)弛緩能について:CICRによって局所的にCaが高濃度となれば,Ca-calmodulinprotein
 kinaseの活性化が起こり,phospholambanのリン酸化を介して筋小胞体のCaポンプの活性化
 が起こりうる。このため,弛緩能が改善される可能性がある。
 4)DSAMを定量化する方法について:本実験の時間分解能は33msec,空間分解能は1μm
 であった。これは,DSAMを検出するために従来から用いられてきた方法より優れていた。
匿結語彊
 Ca過負荷時に観察される収縮能と伸展性の低下,及び,弛緩能の改善は,DSAMの強度と空
 間的な広がりに関係する。
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 審査結果の要旨
 心筋細胞においてカルシウムイオンは興奮一収縮連関に重要な役割を果たしており,正常状態
 では精緻な制御を受けている。どのような原因であれ心筋障害の発生によって細胞内カルシウム
 イオンの過剰状態が生ずる。従来の単離心筋細胞を用いた研究によって,細胞内カルシウムイオ
 ンの上昇により筋小胞体からカルシウムイオンが自発的に漏出し,細胞内に局所的な伝播性の収
 縮が律動的に発生することが明らかにされてきた。この細胞内カルシウム振動は,心筋の拡張不
 全と収縮不全の原因となるのみではなく,不整脈の原因となることが明らかにされ,臨床的な心
 不全の病態と深く関連していると推測されてた。
 この細胞内カルシウムイオン振動による非同期的な収縮の存在は,摘出した肉柱標本では顕微
 鏡による直接的な観察がされてきたが,心室壁内の心筋においても存在するか否かは,従来,光
 散乱を用いた間接的な観察しかなされてこなかった。著者は,1)心筋壁内の心筋においてもこ
 の異常なカルシウム振動が生ずるか否か,2)この収縮の存在が心室の収縮,拡張能にどのよう
 な影響を及ぼすか,3)筋小胞体からのカルシウムイオン放出を遮断して,このカルシウムイオ
 ン振動を停止させる薬剤がカルシウムイオン過剰に陥った心室の収縮弛緩に,どのような影響を
 与えるかについて検討している。著者は当初,心室壁内の心筋細胞のカルシウムイオン濃度の不
 均一性の観察を目指して,カルシウムイオン感受性色素を冠動脈内に灌流したが,心筋からの信
 号を記録可能なレベルでは観察できなかった。この実験において,添付された参考論文に記載さ
 れているごとく,アセチル化した蛍光色素によって心室壁内の毛細管細胞(あるいは傍細胞)の
 核近辺が点状に染色されるのを観察した。そこで心筋の不均一な自発的活動をこの点間の距離の
 揺らぎ(RMS)によって評価することを試みた。その結果,冠灌流液のカルシウムイオン濃度
 を上昇させると,RMSは一方的に増加し,6mMでは心室壁全周に自発活動が出現することを
 示した。心室発生圧はカルシウムイオン濃度の4mMまでの上昇では増加するが,それ以上のカ
 ルシウムイオン濃度の増加では逆に減少した。この現象は,冠灌流圧一定条件においても,冠血
 流量一定条件においても認められた。筋小胞体の機能を遮断するリアノジン投与をおこなうと,
 発生圧はカルシウムイオン濃度の増加によって一方向性に増加した。
 これらの結果は,心室壁内においても細胞内カルシウムイオン振動による異常収縮が生ずるこ
 と,この振動が収縮能を低下させることを直接証明している。また,筋小胞体のカルシウムイオ
 ン放出を遮断する薬剤が,細胞内カルシウムイオン過剰状態では,カルシウムイオン振動による
 陰性蛮力作用を打ち消しうる可能性を示しており,新しい薬剤の概念を提出している。
 このように,この論文は心不全,不整脈の病態解明に重要な情報を提供し,新しい治療薬剤の
 可能性を示している。さらに論文の体裁,論の展開,データの提示もまとまっており,本論文は
 博士論文として適当であると判断する。
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